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質の誘導発現タイムコース．
で確認したところ， 時間で発現
発現が誘導されると
が， 刺激による細胞増
べるように 細胞が持
添加後の
レベルは最大であり， 時間
， 刺激による細胞増
殖が大きく促進されること
つ内在性の および
を介する
図４に示した
細胞増殖を亢進
ものと考えられた．
の 刺激による足場非依
ように， を発現して
することがわかった．しかし
存的な細胞増殖
いる 細胞は
，生体内における癌の悪性度
刺激によって足場依存的
は，足場依存的な細胞増殖
大西 力・上野 信洋・金井 陸行・寺田 基剛・清水 昭男・瀬尾 美鈴
細胞
日に
）を添加し
図４ の
を１％ に懸濁し
を添加（＋）または非
，７日目の細胞数をコールター
刺激による足場依存的な細胞増
， 穴組織培養皿に × 細
添加（ ）した． 時間培養後
カウンターで測定した．３ウェル
殖
胞 ウェルずつ播き，翌
， もしくは （
の値を平均し，平均値 標準
偏差（
よりも足場非依
存的な環境にお
ガー中における
ソフトアガー
非添加
数をコントロー
）として示した．
存的な細胞増殖と深く関連し
いても によってコロニ
コロニーフォーメーションア
中に播かれた 細
（ ）もしくは添加（
ルとし， ％のコロニー形
ていると考えられている．そ
ー形成を促進するかどうか
ッセイを行った．
胞を 日間培養し，コロニー
＋）培養下の細胞における
成率とした． もしくは
こで は足場非依
を調べるために，ソフトア
の形成を測定した．
非刺激時のコロニー
刺激によってどれだ
けコロニーを形
）％， ＋
では
）．さらに位相
べてのものに比
これらの結果
成したかを％で表した（図
で ％と 非刺激
％であったが， ＋で
差顕微鏡を用いた観察では
べて明らかに巨大化していた
から， は 刺激
）． 刺激した場合は
とあまり差が見られなかっ
は ％（ ＜ ）のコ
， ＋培養系で 刺激
（図 ）．
されたときに，
で （
た．一方， 刺激では
ロニー形成率を示した（図
されたコロニーは，他のす
細胞の癌の悪性度を促進す
ることが示され
刺激
を発
にするために，
た．
による細胞内タンパク質のチ
現した 細胞にお
無血清培地で 時間，細胞を
ロシンリン酸化
ける， 刺激による癌の
血清飢餓状態にした後，
悪性化メカニズムを明らか
または 刺激による
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足場非依存的増
て 組織
なるよう加え，
図５ の 刺
殖はソフトアガーアッセイによ
培養皿中で 時間培養し，
を 組織培養皿に注い
激によるソフトアガー中のコロニ
って行った． 細胞は
の発現を誘導した． ％
だ（下層）． 細胞をト
ー形成
を添加し
にアガーを ％に
リプシン処理によって回収し，
× の細胞を
をそれぞれ添加
を添加しな
（ ）
した（
コロニーの位相
％ に懸濁し，
（＋）もしくは非添加（ ）で
いものを対照（ ）と
で生きている細胞だけを染色し
）．
差顕微鏡写真（× ）
もしくは （ ）
アガーを ％になるよう加え
した． ， ％ の条件下で
，位相差顕微鏡を用いて染色され
，および
，下層の上に播種した．各々
日間静置した．コロニーは
たコロニーをすべてカウント
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組織培
で播種し，
に置
とによって
ァー （１％
細胞溶解液を
図６ 刺激による細
養皿に 細胞は × 個
％ の条件下で３日間培
換した後，
の発現を誘導した． と
％ポリアクリルアミドゲルで
胞内タンパク質のチロシンリン
％
養した．１％
を（ ＋）または非添加（
（ ）で 分間刺激
，
でタンパク質を分離
酸化
細胞は × 個
で２回洗浄し， の１％
）し， 時間培養するこ
した後，細胞を バッフ
）で溶解した． の
し，抗リン酸化チロシン抗体
（ と
細胞内シグナル
（ ＋）におけ
んど違いはなか
刺激しない
細胞と，
）でウエスタンブロットにより
伝達を調べた．その結果，
る， および 刺激
った．しかし， や
ときは，チロシンリン酸化
細胞（ ＋および ）
検出した．
図６に示すように を
による全細胞内タンパク質
のバンドは 刺激で
はほとんど起こっていなかっ
における， および
発現した 細胞
のチロシンリン酸化にほと
やや強く検出されていた．
た．また親株である
刺激時の細胞内チロシン
リン酸化にほと
によ
刺激によ
（
と考えられてい
んど違いはなかった（図６）．
る 経路の活性
る の活性化は様々な
）経路
る［ ， ］． は外界
化
細胞内シグナル伝達分子群
は シグナルにおいて非
からの様々な刺激に応答して
を活性化するが，なかでも
常に重要な働きをしている
活性化されるプロテインキ
ナーゼであり，
アポトーシスな
そこで，
のチロシンリン
ため，抗
細胞外からのシグナルを核に
どの細胞応答を制御すること
刺激による 経
酸化を解析した． 細胞
抗体によって細胞溶解液を
伝達し，遺伝子発現を調節す
が知られている．
路の活性化を詳しく調べる
， 細胞は内在性の
免疫沈降した後，同じ抗体で
ることで，細胞増殖，分化，
ために， と
を発現している
検出すると と
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組織培
で播種し，
に置
ることによって
プロテインア
図７ によ
養皿に 細胞は × 個
％ の条件下で３日間培養
換した後，
の発現を誘導した．
ッセイでタンパク質濃度を定量し
る 経路の活性化
％
した．１％
を添加（ ＋）または非添加
刺激し（
， ，ウエスタンブロ
細胞は × 個
で２回洗浄し， の１％
（ ）し， 時間培養す
），タンパク質を回収した後，
ッティングによって特定のタ
ンパク質を検出し
によって免疫沈降
た（ ）．
ン酸化（
記載された抗体を
溶解液を調製し，
のバンドが
た． で 分間刺激した後
反応（ ）を行った． と
で 分間刺激した後，細胞
）を
用いて や のチロシ
記載された抗体を用いて
培養系でも検出され
，細胞溶解液を調製し，抗
抗体を用い，それぞれ
溶解液を調製し，記載された抗体
検出した． で 分間刺激
ンリン酸化を解析した．
， のタンパク質
た．しかし， 細胞
抗体および抗 抗体
のチロシンリン酸化を解析し
を用いて のチロシンリ
したタンパク溶解液を調製し，
で 時間刺激した後，細胞
発現を解析した．
では ＋で，
の発現が誘導さ
刺激による
刺激によ
しかし，
によって
れ と のバ
のチロシンリン酸化を
って， のチロシンリ
刺激によっては， の
タンパク質を発現させた
ンドが濃くなっていた（図
調べた． 細胞と
ン酸化が弱く認められた（
チロシンリン酸化は認められ
細胞（ ＋）
）．次に，
細胞（ ）でも
図 ）．
なかった．
においては， および
大西 力・
刺激によ
細胞と
上野 信洋・金井 陸行・寺田 基剛
る のチロシンリン酸
細胞は内在性の
・清水 昭男・瀬尾 美鈴
化が見られた．
（ ）も発現している（図 ）．
は
次に の
スレオニンがリ
との結合に
細胞溶解液を抗
リン酸化を抗チ
のチロシンリン酸化を引
）．
ドッキングタンパク質であ
ン酸化される部位があり，特
関与し［ ］， の長時
抗体で免疫沈降し，ウ
ロシンリン酸抗体（
き起こしたが， では
る のリン酸化を検討し
に のリン酸化は
間活性化に重要な役割を果た
エスタンブロットで 刺
），またチロシンリン酸化部
されなかった（図
た． にはチロシンや
と， のリン酸化は
している［ ］．そこで，
激による のチロシン
位特異的抗体（
）を
＋）において，
いことが分かっ
で刺激し
刺激によ
果
をはじめ
用いて確かめた．しかし，
刺激では のチロ
た（図 ）．また 細胞
ても同様だった（図 ）．
りチロシンリン酸化された
カスケードを活性化する
とする様々な転写因子のリン
タンパク質を発現さ
シンリン酸化を引き起こすが
と 細胞（ ＋お
は や を介し
．活性化された は
酸化を介して遺伝子発現を
せた 細胞（
， では引き起こさな
よび ）を， または
て を活性化し，その結
，細胞質から核内に移行し
誘導する［ ］．そこで，
の活性化
活性化し（図
（図
の活性
化されることを
のリン酸
さらに，転写
（リン酸化）と のリン
）， のリン
）．これらの結果は，
化が起こり， のチロシ
説明できる．しかし，
化を誘導することが出来ず，
因子である の発現が
酸化を調べたところ，
酸化を引き起こすが，
細胞では 刺激によって
ンリン酸化，さらにその下流
は， が発現している
従って の活性化も誘導
刺激によって誘導される
は一貫して 経路を
ではしないことが分かった
内在性の または
である 経路が活性
，していないに関わらず，
しなかった．
か調べた． は シ
グナルでわずか
つであり，
する際に誘導さ
において
と
イントで重要な
数分以内に転写が一過性に活
や タンパク質は 期の
れ，細胞複製の開始に関わっ
の発現を誘導するが，
はサイクリン依存性
働きをしており，これらのタ
性化される前初期遺伝子群
細胞が増殖因子の刺激により
ていることが知られている
はしないことが分かった（図
プロテインキナーゼの活性化
ンパク質が発現されると増殖
（ ）の一
期そして 期へと移行
［ ］． は全ての細胞
）．
因子として チェックポ
において正の調節をするこ
とが知られてい
も報告されてい
ることを検出し
ていることが分
る［ ， ］．さらに，
る［ ］． 細胞では
た．従って， と
かった（図 ）．
は癌細胞において過剰発
， 刺激の有無に関わら
は 細胞において
現している場合が多いこと
ずその発現が誘導されてい
，恒常的に発現が誘導され
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図８ シグナル伝達における 経路の関与
組織培
で播種し，
に置
ることによって
ッセイでタンパク
スタンブロッティ
た．
シグ
は，レ
養皿に 細胞は × 個
％ の条件下で３日間培
換した後，
の発現を誘導した． 分
質濃度を定量した．抗 抗
ングによって と
ナル伝達における 経
セプターの 番目のチロシ
％
養した．１％
を添加（ ＋）または非添加
間 刺激した後，タンパク質
体によって免疫沈降反応（ ）
抗体を用い， のチロシン
路の関与
ンリン酸化がホスホリパーゼ
細胞は × 個
で２回洗浄し， の１％
（ ）し， 時間培養す
を回収し， プロテインア
を行った． ，ウエ
リン酸化（ ）を解析し
（ ）を活性化し，
癌の悪性化に寄
ているか調べ
細胞
細胞
た（図８）．以上
かった．
与していることが報告されて
た．しかし， および
（ ＋）において
（ ）における，
の結果から を介する
いる［ ］．そこで，
刺激は， タ
のリン酸化を誘導しなか
および 刺激によっても
シグナル伝達経路は，
でも同様なことが起こっ
ンパク質を発現させた
った．また 細胞，
リン酸化は誘導されなかっ
を介していないことが分
当研究室のこ
の
れまでの研究によって，ヒト
レベルでの発現を調べたと
考 察
の食道癌患者の癌部位および
ころ， は癌および正
その周辺正常部位における
常部位ともに発現している
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図９ 活性化による未知のシグナル経路を介した癌の悪性化
は
や などの細
やその他の
する．ところが，
起こったが，
ないシグナル伝達
や を活性化し，
胞内シグナル伝達分子がリクル
転写因子をリン酸化する．その結
を発現した
のリン酸化や の活性化
経路を介して細胞増殖・癌の悪性
のリン酸化を促進する．リン
ートされ， が
果， やその他のタンパク質
細胞では， 刺激によって
は誘導されなかった．
化を促進すると考えられる．
酸化 を足場として
次々と活性化されて，核内の
が合成され，細胞増殖を促進
のチロシンリン酸化は
は今までに知られてい
事が示された．
部位に高頻度で
ヒト扁平上皮癌細胞における繊
それに対し について
発現していることが示された
維芽細胞増殖因子レセプター
は正常部位ではあまり発現
［ ］．この結果は，食道癌
の誘導発現とシグナル伝達
が確認出来なかったが，癌
において が癌の悪
性化に寄与して
の性質を発現す
グは組織特異的
が発現する［ ］
［ ］．しかし，佐
通常は発現して
本研究におい
いることを示唆するものとな
るようになることが知られて
に起こり，通常正常な上皮細
．また，正常な間葉系細胞で
藤らの研究によって，食道
いない が発現するよ
て の発現がヒトの上
った．上皮細胞が癌化し，悪
いる（上皮―間葉遷移）．
胞では， エクソンが選
は エクソンが選択され
癌においても，間葉系細胞の
うになったことが示された．
皮癌の発癌過程また癌悪性
性化する過程で間葉系細胞
のスプライシン
択され，その結果
， が発現している
持つ遺伝子発現が起こり，
化に果たす役割を調べるた
めに，ヒト皮膚
い細胞のため，
用いて 細
存的な方法で誘
胞を樹立するこ
のリガ
の
由来扁平上皮癌である
その発現の役割を解析し易い
胞に を遺伝子導入
導発現した．
とが出来たので， 発
ンド特異性の研究により，
違いにより異なる 感
細胞を用いた． 細胞
利点がある．エクダイソン誘
し， タンパク質の発
濃度依存的に を発
現時の細胞増殖に変化がある
の細胞外領域に位置
受性を示すことが知られて
は を発現していな
導発現ベクターシステムを
現を 濃度依
現する安定発現クローン細
か調べた．
する三番目の ドメイン
いる［ ］． は
［ ］，
予想された．
足場依存的な
ものの，
大きく増殖が促
の結果となった
ともに親和性を示すが，
を発現した 細
細胞増殖では， 細
発現誘導による差は見られ
進されることがわかった．こ
（図４）．
は のみ親和性
胞では， 刺激によって
胞を 刺激することに
なかった．一方， 刺激
れは のリガンド特
があることが示されており
細胞増殖が亢進することが
よりその増殖は促進される
では， 発現により
異性から考えて，予想通り
次に，ソフト
刺激によ
のように足場に
しかし癌細胞の
による足場非依
を行った．
アガー中の足場非依存的細胞
って増殖を亢進するか調べた
なるものを必要とし，足場の
場合，足場非依存的に増殖で
存的な増殖を調べるために，
刺激では 発現によ
増殖においても を発
．通常，細胞が増殖するため
ない状態に細胞をおくと，正
きる能力を獲得するように
ソフトアガー中でのコロニー
り僅かにコロニー形成が抑制
現した 細胞は
には基底膜や隣接した細胞
常な細胞は増殖できない．
なる．そこで 発現
フォーメーションアッセイ
された．一方， 刺激
では 発
観察では，
コロニーのサイ
癌の悪性化に寄
次に，
現により非常に高いコロニー
を発現している細胞を
ズが増大した（図 ）．これら
与していることが示された．
を発現させた
形成率を示した（図 ）．さ
刺激すると，他のすべ
の結果より， 細
細胞における，増殖促進や癌
らに位相差顕微鏡を用いた
ての場合に比べて明らかに
胞における 発現は，
悪性化の性質を亢進するメ
大西 力・
カニズムを調べ
る の活性
上野 信洋・金井 陸行・寺田 基剛
るために， と 刺
化はその下流の様々なシグ
・清水 昭男・瀬尾 美鈴
激による細胞内シグナル伝達
ナル伝達分子群を活性化す
を調べた． 刺激によ
るが，なかでも は
シグナルに
刺激に応答して
子発現を調節す
と結合した
は活性化
複合体を介
ゼ を活性化
おいて非常に重要な働きをし
活性化されるプロテインキナ
ることで，細胞増殖，分化
は，細胞膜上で二量
され，ドッキングタンパク
して低分子量 タンパク質
し， カスケードを活
ていると考えられている．
ーゼであり，細胞外からのシ
，アポトーシスなどの細胞応
体化し，自己リン酸化される
質である をリン酸化し
を活性化する［ ］． は
性化する．
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